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Abstract of EP0312617 

Polypeptides are obtained in a cell-free translation system on ribosonnes which contains, as substrates, 
ATP, GTP and amino acids with the resulting translation products containing the desired product, AMP. 
GDP, pyrophosphate and inorganic phosphate. In the course of the translation process, as the substrates 
are consumed and the products are obtained, the products of translation including AMP, GDP, 
pyrophosphate, inorganic phosphate and the desired product are extracted from the system, while 
simultaneously introducing in the system substrates in the form of amino acids, ATP and GTP for the 
purpose of maintaining their initial concentration. 
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@ VERFAHREN 2UR HERSTELLUNG VON POLYPEPTIDEN IN ZELLFREIEN TRANSUTIONSSYSTEMEN. 

@ Polypeptide erhait man In einem zellfreien Translation-Sy- 
stem an Ribosomen, das als Substrate ATP, GTP und Amlno- 
sauren enthait, unter Entstehung der Produkte der Translation 
Im System, die das Endprodukt, AMP, GDP, Pyrophosphat und 
anorganisches Phosphat belnhalten. Wahrend der Translation 
werden aus dem System im MaBe des Verbrauchs der Substra- 
te mit Bildung der Produkte die Produkte der Translation, die 
AMP, GOP, Pyrophosphat. anorganisches Phosphat und End- 
produkt belnhalten, mit der glelchzeitigen EinfUhrung von Sub- 
to streten in Form von Amlnosfiiuren. ATP und GTP zur Unterhai- 
0^ tung ihrer Ausgangskonzentration herausgefUhrt 
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VERPAHREN ZUR HERSTELLUWG VOH POLYPEPTIDBN 
IN EINSM ZELLPREIEH TRANSLATION-SYSTEM 

Gebiet der Technik 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Mole- 
kularbiologie und Biotechnologie und betrifft insbeson- 
dere Verfahren zur Herstellung von Polypeptidea in einera 
zellfreien Translation-System. 

Die genannten Polypeptide werden umfassend in der 
Medizin als Bioregulatoren der biologischen Prozesse ver- 
wendet. Beispeilsweiae, sind Polypeptide-Aktivatoren des 
Iramunosys terns, Polypeptide-Neuromediatoren und Trasniitter, 
Polypeptide-Regulatoren des Salzstoffwechsels und ande- 
res mehr bekanntt Bekannt ist die Verwendung der Polypep- 
tide in der Landwirtschaft als Biostimulatoren, beispiels- 
weise Wachstumshormone. Polypeptide werden auch in der 
Bioelektronik, beispielsweise als Pilme mit Bhodopsin 
verwendet . 

Vorhergehender Stand der Technik 

Bekannt sind zwei Methoden zur Herstellung von Poly- 
peptiden: oliemische Synthase und Methods der Gentechnik. 

Die Methode der chemischen Syn these wird umfassend 
bei der groBtechnischen Produktion von Polypeptiden mit 
relativ geringer Lange (hoohstens 15 Aminosaurereste) und 
nur in Ausnahmefallen fur die Synthese einiger Polypepti- 
25 de groBerer Lange (25-30 Aminosaurereste) angewendet. Die 
Produktion von Polypeptiden groBerer Lange unter Verwen- 
dung dieser Methode ist praktisoh unzuganglich. Das ist 
darauf zuriickzufuhren, daB bei der Anwendung der Methode 
der chemischen Synthese rait der VergroBerung der Polypep- 
30 tidkette die Ausbeute an Bndprodukt infolge der Razemi- 
sierung der Aminosaurereste^ der Unvollstandigkeit .der 
Verlangerung der Polypeptidkette, der Kompliziertheit der 
Wahl von Sohutzgruppen und ihrer Beseitigung exponential 
herabsinkt. All das verursacht groBe Schwierigkeiten bei 
35 der Reinigung des Endproduktes und eine starke Steigerung 
der Kosten der Polypeptide im MaB© der VergroBerung ihrer 
Lange. 
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Die Methode der Gentechnik far die praparative 
Speicherung von Polypeptiden ist auch in der Anwendung 
begrenzt. Das ist mit der Kompliziertheit der Aussonderong 
des Esqpressionsprodulctes mit Hilfe der transf ormierten 

5 Zellen, mit der Letalitat einiger Endprodukte fur die 
Produzenten-Zelle, mit der Ausscheidung der transf ormier- 
ten Plasmide aus einer Zelle and mit der proteolytischen 
Degradation des Ezpressionsproduktes eines fremden (Jens 
verbundent Der letzte Umstand ruft besondere Schwierig- 

10 keit bei der Aussonderung vieler Polypeptide, insbesonde- 
re Polypeptide mit einer Lange von 15 bis 70 Aminosaure- 
resten hervor, die sich infolge des Pehlens kompalcter 
Struktur in ihnen durch die intra- und extrazellularen 
Proteasen abbauen lassen. 

15 Aus dem Obendargelegten gelit hervor, daB die be- 

sohriebenen Methoden der Produktion von Polypeptiden fur 
die Eraeugung der Polypeptide mit einer Lange von 15 bis 
70 Aminosaureresten praktisch nicht anwendbar sind. Zu- 
gleich ist es bekannt, daB gerade solche Lange viele bio- 

20 logisch aktive Polypeptide, solche wie Peptide-AJctivatoren 
des Immunsystems, Peptide-Neuromediatoren und Transmitter 
sowie Peptide-Aktivatoren des Salzstoffweehsels aufweisen. 

Bs besteht eine weitere Methode zur Synthese von Po- 
lypeptiden, die auf der Nutzung eines zellfreien Transla- 

25 tion-Systems beruhtt Gegenwartig ist eine ganze Reihe von 
zellfreien Translation-Systemen auf der Grundlage von 
Zellenextrakten aus verschiedenen prokaryonten und euka- 
ryonten Organismen entwickelt. 

Bekannt ist, beispielsweise, ein Verfahren zur Er- 

30 zeugung von Polypeptiden, das darin besteht, daB man in 
einem zellfreien Translation-System aus Weizenkelmen die 
Synthese des Globin-Polypeptids eines Kanincshens vornimmt 
(Proo, Nat. Acad. Sci, USA Vol. 70 1973 USA). 

1 ml zellfreies Translation-System an Ribosoraen ent- 

35 halt 0,5 ml Extrakt aus Weizenkeimen, 0,125 nMol 9S mRNS 
des Kaninchensglobins, 8 mMol Kreatinphosphat, 40 g 
Kreatinphosphokinase, 2-10 ^g Ribonuklease -Inhibit or aus 
der Plazenta des Menschen, 0,1 yitg Protease-Inhibitoren 
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(Pepstatin, Chymostatin, Antipain, Leupeptin) in einer 
Pufferlosung von 20 mMol HEPES (pH 7,6^ die 80 mMol K"*" - 
Asetat, 3,0 mlfol Mg^"*" Azetat, 1 mlvlol ATP, 20 mfJol GTP, 
2 mMol Dithiotreit, 100 /cCiMlol P^^]- Methionin 
5 (spezifische Aktivitat betragt 89 Ci/imMol, 19 ilbrige 
Aminosauren zu je 20 ralvlol ^ede enthalt. 

Die Synthese dea Polypeptids in einem zellfreien 
Translation-System wird bei einer Temperatur von 25 °C 
durchgefulirt. Bei d-er Synthese werden im System Transla- 
10 tionsproduJcte gespeichert, die das Endprodukt und die Ab- 
bauprodul:te in Form von AMP, GDP, Pyrophosphat, Phosphat, 
Kreatin u.a. aufweisen. Infolge der Inhibierung wird die 
Synthese deo Sndproduktes in 60 bis 90 Minuten zum Still- 
stand gebracht. Die Analyse des Endproduktes nach einer 
1 5 radioaktiven Jdarkierung -Methionin, die in das Po- 

lypeptid einbeaogen ist, erfolgt im Verfahren der heiiien 
Falluns von Polypeptid an einem Filter mit 5,iiger Tri- 
chloressigsaure. Die Menge des synthetisierten Endprodulc- 
tes betragt in 60 bis 90 Minuten < 0,58 Hoomol Globins 
20 je 1 Picomol der aatrix. 

Das obenbetrachtete Verfahren zur Herstellang von 
Polypeptiden ist eines der von den bekannten besonders 
effektiven Verfahren, in denen zellfreie Translationssys- 
teme verwendet werden. Sogar diese Systeme gewahrleisten 
25 jedoch die Synthese maximal nur von einer oder zwei Ko- 
• pien des Polypeptids je eine Kopie der mRI^S infolge einer 
kurzen Dauer der Arbeit eines derartigen zellfreien Sys- 
tems, lediglich 1 bia 2 Stunden. 

Die Hauptursachen der kurzen Dauer der Arbeit der 
30 zellfreien Translation-Systerae bestehen in folgendem: 

1. Zellfreie Translation-Systerae enthalten eine be- 
grenzte Anzahl von ATP- und GTP-Energietragern, die Er- 
hohung des Gehaltes an denen zur Inhibierung des jeweili- 
gen Translation-Systems fiihrt. 
35 2. Die Abbauproduktej die bei der Synthese des Poly- 

peptids in einem zellfreien Translation-Systems ADP, AMP, 
GDP, Phosphate und Pyrophosphate entstehen, sind Inhibito- 
ren der Synthese von Polypeptiden. 
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3. Sndprodukt kann auch Inhibitor der Synthese sein. 
Offenbarung der Erfindung 

Der Erfindaag liegt die Aufgabe zugrunde, ein sei- 
ches Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden in einem 
5 zellfreien Translation-System zu entwickeln, welches es 
ermoglicht, ein Endprodukt in praparativen Mengen durch 
die VergroBerang der Dauer der Arbeit des zellfreien Sys- 
tems der Synthese von Polypeptiden zu gewinnen. 

Diese Aufgabe wird dadurch gelost, daB ein solches 
10 Verfaliren zur Herstellung von Polypeptiden in einem zell- 
freien Translation-System an Ribosomen, das als Substra- 
te ATP, GTP und Aminosauren enthalt, unter Bntstehung 
von Translationsprodukten im System, die das Endprodukt, 
AiiP, GDP, Pyrophosphat und anorganisches Phosphat auf- 
15 »7eisen, vorgeschlagen wird, in dera erfindungsgemaB bei 
der Translation im MaBe des Verbrauchs der Substrate mit 
Anfallen der Produlcte aus dem System die Produkte der 
Translation, die AMP, GDP, Pyrophosphat, anorganisches 
Phosphat und Endprodukt aufweisen, mit der gleichzeitigen 
20 Binfuhrung von Jubstraten ins System in Porm von Amino- 
sauren, ATP und GTP fiir die Unterhaltung ihrer Ausgangs- 
konzentration herausgefuhrt werden. 

Als ein zellfreies Translation-System konnen in dem 
erfindungsgemaB en Verfahren prokaryonte beziehungsweise 
25 eukaryonte zellfreie Translation-Systeme verwendet werden, 
die sowohl endogene als auch ..exogene natiirliche Oder 
kiinstlich synthetisierte mRHS aufweisen. In dem erfindungs- 
gemaUen Verfahren werden jene Verhaltnisse der Komponenten 
im Reaktionsgemisch, lonen- und Temperaturbedingungen der 
30 Synthese angewendet, die fiir das gewahlte zellfreie Trans- 
lation-System optimal sindi 

Die erfindungsgemaBe Methode der Synthese von Poly- 
peptiden in einem zellfreien Translation-System ist frei 
von den Nachteilen der Methoden der chemischen Synthese 
35 und der Gentechnik und kann fuy die Herstellung von Poly- 
peptiden beliebiger Lange und Amino saure-Konsequenz ein- 
gesetzt werden. Diese Eigenschaft ist besonders fur die 
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Herstellung von Polypeptiden mit einer Lange von 15 bis 
70 Aininosaureresten von Bedeutung, deren industriemaBige 
Herstellung in anderen Verfahren gegenwartig unzuganglich 
ist Oder einen auBers.t konstspieligen ProzeB darstellt. 

Das erfindungegemaBe Verfaliren "bewirkt die Synthase 
von Polypeptiden in einem zellfreien Translation-System 
mit einer konstanten Geschwindiglceit innerhalb von 40 
•Stunden and dariiber hinaus. Die Menge des gewonnenen Bnd- 
produlctes betragt dabei 200 bis 300 Kopien des Polypep- 
tids je eine raRNS-Kopie. Aus 1 Liter des Reaktionsgemi- 
sches gelingt es bei der Anwendung des erfindungsgemaBen 
Verfahren 3, bis za 100 rag Pertigprodulctes innerhalb von 
50 bis 100 Stunden der Arbeit des Systems zu gewinnen. 
Das erschlieSt Mogliohkeiten filr die industriemaBige 
Produktioh von Polypeptiden. 

Kurze Beschreibung der Zeichniingen 

Nachstehend wird die Brfindung anhand der Beispiele 
ihrer Ausfiihrung mit Bezugnahme auf beigefilgte Zeichnun- 
gen erlautert, in denen es zeigen; 

Fig. 1, 2, 3 und 4 - Diagramm der Abhangigkeit der 
Menge des zu synthetisierenden Polypeptids je raRNS-Ein- 
heit von der Synthesedauer; 

Fig. 5 stent ein Bild des SDS-Harnstoff-Polyakryl- 
amid-Gels dar, an dem die Verteilung der gewonnenen Po- 
lypeptide entspcechend ihrem Molekulargewicht gezeigt 
wird. 

Beste Aus fulirungs variant e der Erfindung 

Das Verfahren zur Herstellung von Polypeptiden in 
einem zellfreien Translation-System ist einfach in tech- 
nologischer Ausfiihrung und wird wie folgt durchgefuhrt. 

Das zellfreie Translation-System aus Prokaryonten 
Oder aus Eukaryonten, das Ribosome, Faktoren der Trans- 
lation, tRNS-, mRNS-Arainoazyl, Substrate der Reaktion, 
einschlieBlich ATP, GTP und Aminosauren aufweist, wird in 
an sich bekannter Weiae hergestellt. 

Das zellfreie Translation-System unterbringt man in 
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eine Standard-Zelle zur Ultrafiltration, die mit einer 
semipermeablen Membrane mit einem Porendurchmesser ver- 
sehen ist, der fur die Perraeabilitat des Endproduktes 
durch die Membrane ausreichend ist. Der Inhalt der Zelle 

5 wird dann in einem a?hermostat auf die erf order liche Tem- 
peratur erwarmt. 

Bei der Synthese wird aus der Zelle durch die semi- 
permeable Membrane das Abpumpen der Translationsprodukte 
aus dem System, einschlieBlich Abbauprodukte und das syn- 

"iO thetisierte Bndprodukt, vorgenomraen. aieichzeitig damit 
werden dem System Substrate in Form von AOIP, GIF und 
Aminosauren zur Unterhaltung ihrer Ausgangskonzentration 
aus einem Bxtrabehalter zugefiahrt. 

. Zur weiteren Ausscheidung und Reinigung des Endpro- 

15 duktes wird die aus dem System abzupumpende Losung einer 
Saule mit einem Immunaffinitatssorptionsmittel augefuhrt, 
an dem die selektive Adsorption des Endproduktes erfolgt. 
IJach der Beendigung der Synthese wird das Endprodukt von 
der Saule mit dem Immunosorptionsmittel abgespillt und 

20 entsalzt. 

Beispiel 1 

1 ml zellfreies Translation-System enthalt 0,6 nMol 
70S Ribosome S.coli, 1 mg Fraktion S 100, 0,6 mg tRNS, 
0,06 mol mRlIS des Proteins der Hulle der MS2 -Phage, 5yag 

25 Pyruvatkinase, 2 bis 10 yitg Ribonuklease-Inhibitor aus 
der Plazenta des Menschen, je 0,1 yu.g Protease-Intibito- 
ren (Aprotinin, Leupeptin, Chymostatin) in einer Puffer- 
losung: 20 raMol Tris HCl (pH 7,4), 100 mMol NH^Ol, 10 mT/Iol 
MgClg, 1 mlAol ATP, 0,2 inr.lol GTP, 5 mMol Phosphoenolpyruvat, 

30 25 raTvlol [%]"-Leuzin (spezifische Aktivitat 52 Ci/raMol) 
und ;)e 25 mMol iibrige 19 Aminosauren. 

Das zellfreie Translation-System unterbringt man in 
einer Zelle flip Ultrafiltration und fuhrt man die Synthese 
des Polypeptids bei einer Temperatur von 37°C durch. Die 

35 VVahl der Produkte der Translation, die das Endprodukt und 
die Abbauprodukte aufweisen, erfolgt durch eine semiperme- 
able Membrane mit der gleichzeitigen Zufiihrung von Sub- 
straten in Form von ATP, GTP und. Aminosauren dem Reaktions- 
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gemisch innerhalb von 20 Standea, Hierdurch erhalt man 
Protein der Hiille der MS2-Phase. 

V/ahrend dieser gansen Zeit erfolgt die Synthese des 
Endproduktes mit konstanter Geschwindigkeit • Die Abhan- 

5 gigkeit der Menge des herzustellenden Proteins der Hulle 
je mRI^S-Einheit von der Daaer der Synthese ist in der 
Fig* 1 angefulirt. An der Abszissenachse ist die Dauer 
der Synthese in Stunden und an der Ordinatenachse die 
Ivienge des anfallenden Produktes in Picomol abgelegt. 

10 Kierdurch v/urden ira Verlaufe der Arbeit des zell- 

freien Tranalation-Systems aus S.coli 6000 Picomol des 
Kullenprotoins gewonnen, was 100 Picomol des Endprodulctes 
je 1 Picomol der mRIIS der Hulle der MS2-Phage betrug. 
Beispiel 2 

15 I.ian gewinnt Kalzitonin nach der in Beispiel, 1 be- 

schriebenen I;Iethodik mit Ausnahme dessen, dafl man anstel- 
le des ml^IS-Proteins der Hulle der MS2-Phage 0,06 nMol 
des mRlTS-Kalzitonins verwendet. Hierdurch erhalt man Kal- 
zitonin-Peptid# Wahrend der ganaen Zeit geht die Synthese 

20 des Endproduktes mit konstanter Geschwindigkeit vor sich. 
Die Abhangigkeit der Menge des anfallenden Kalzitonins 
je mRIIS-Einheit von der Dauer der Synthese ist in der 
Pig. 2 abgebildet. Hierdurch wurden wahrend der Arbeit 
des zellfreien Translation-Systems aus E.coli 18000 Pico- 

25 mol Kalzitonin ge^'vonnen, was 300 Picomol Pertigproduktes 
je 1 pMol des mRNS-Kalzitonins betragt* 
Beispiel 3 

1 ml zellfreies Translation-System enthalt 0,5 ml 
Extrakt aus Weizenkeimen, 0,1 nMol mRNS-Virus BMV", 64 yug 

30 Kreationphosphokinase, von 2 bis 10 yug Ribdnuklease-In- 
hibitor aus der Plazenta des Menschen, je 0,1 ytcg Protease- 
Inhibitor (Aprotinin, Pepstatin, Leupeptin) in einer Puf- 
ferlosung; 40 mlAol HEPES (pH 7,6), 112 uMol K'^ Azetat, 
1,9 raMol Mg^"^ Azetat, 0,25 mMol Spermidin, 6 mMol Dithio- 

35 treit, 1,5/5 Glyzerih, 2 mMol ATP, 50 mMol GTP, 8 mliol 

Kreationphosphat, 25 Mol [%. -Leuzin (spezifische Akti- 
vitat 50 Ci/mMol) und je 25 mMol ubrige 19 Aminosauren* 
Das zellfreie Translation-System unterbringt man in 
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eine Zelle fiir die Ultrafiltration und man fiilirt die Syn- 
these der Polypeptide bei einer Temperatur von 25°0 durch. 
Die V/ahl der Tranalationprodukte, die das Bndprodukt und 
die Abbauprodukte enthalten, erfolgt durch eine seniiper- 

5 meable Membrane mit der gleichzeitigen Zufiihrung von 
Substraten in Form von ATP, GT? und Aminosauren inner- 
halb von 20 Stunden. Im Ergebnis erhalt man Protein der 
Hiille des BilV-Virua. '.Vahrend der ganzen Zeit erfolgt die 
Synthese des Endproduktes mit einer konstanten Geschwin- 

10 digkeit. Die Abhangigkeit der Menge des anfallenden Pro- 
teins der Hiille des BRTir-Virua je mRNS-EinJieit von der 
Dauer der Synthese ist in der Pig. 3 abgebildet. Hierdurch 
wurden wahrend der Arbeit des zellfreien Translation- 
Systems aus Weizenkeirae'n 10000 Picomol Protein der Hulle 

15 des BMV-Virus gewonnen, was 100 Picomol Pertigprodukt Je 
1 Picomol raRlIS des Proteins der Hulle des BliflV-Virus be- 
trug. 

Beispiel 4 

Man erhalt das Kalzitonin nach der in Beispiel 3 
20 besdiriebenen Methodik mit Ausnahme dessen, daB man an- 
stelle von iriRNS des Proteins der Hiille des BMV-Virus 0,1 
nliffol mRNS-Kalzitonin verwendet. Hierdurch erhalt man Kal- 
zitonin-Peptid. Wahrend der ganzen Zeit erfolgt die Syn- 
these des Endproduktes mit konstanter Geschwindigkeit. 
25 Das Dia'gramm der Abhangigkeit der Menge des anfallenden 
Kalzitonins je Einheit des mRKS-Kalzitonins von der Dauer 
der Synthese ist in Pig. 4 abgebildet. Hierdurch wurden 
wahrend der, Synthese im zellfreien Translation-System aus 
Weizenkeimen 15000 Picomol Kalzitonin gewonnen, was 150 
30 Picomol Pertigproduktes je 1 Picomol mRNS -Kalzitonins 
bet rug. 

Elektrophoretische Analyse der gewonnenen Polypepti- 
de (Beispiele 1 bis 4) ist in der Pig. 5 abgebildet. Die 
Parbung der Polypeptide im Gel erfolgt mit Goomasaie bril- 
35 liant blue G-250 

A - Standardsatz von Polypeptiden (Amersham) 

B - kommerzielles Kalzitonin (Salmon calcitonins, Sigma) 

C - Protein der Hiille des BMV-Virus (Beispiel 3) 
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D - Kalzitonin: (Beispiel 4) der untere Striefen - Kal- 
sitonin mit Molekulargewicht von 3400; der obere 
Streifen - Beimengung der dimeren Form des Kalzito- 
nin s; 

5 E - Protein der Hulle der MS2-Phage (Beispiel 1); 
P - Kalzitonin (Beispiel 2). 

Aus der vorgelegten Potografie ist zu ersehen, daB 
die anfallenden Polypeptide ein Molekulargewicht aufwei- 
sen, das iliren Naturanalogen entspricht. 

10 

Industrielle Anwendbarkeit 

Die se^la^^ dem vorgeschlagenen Verfahren herzustel- 
lenden Polypeptide konnen in der Medizin, Landwirtschaft 
und in der Bioelektronik verwendet werden. 
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PATENTiu^SPRUCH 

Verfahren zur Herstellurxg von Polypeptiden in einem 
zellfreien Translation-System an Ribo,somen, das als Sub- 
strate ATP, GTP und Aminosauren aufweist, mit Bnstehung 

5 von Translationsprodukten im System, die Bndprodulct, 
Alffi, GDP, Pyrophosphat and anorganisches Phosphat bein- 
halten, dadurch gekennaeiclinet, daB wah- 
rend der Translation im MaBe des Verbrauchs der Substra- 
te mit Bildung der Produkte aus dem System Produkte der 

10 Translation, die APM, GDP, Pyrophosphat, anorganisches 
Phosphat und Endprodukt beinhalten, mit der gleibhzeiti- 
gen Einfuhrung von Substraten in das System in Form von 
Aminosauren, ATP und GTP zur Unterhaltung ihrer Ausgangs- 
konzent ration herausgefuhrt werden. 
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